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緒言 
 
 
  矯正歯科治療時には，歯の位置異常と複雑な装置の存在によりブラッシングが難しく 
 
なることから，口腔衛生状態が不良となり，歯周組織の炎症が惹起される 1)．また，歯周 
 
組織の炎症状態下で矯正力を加えると，アタッチメントロスが生じ，歯周組織破壊が急速 
 
に進行する可能性がある 1)．したがって，歯周組織の炎症を伴う不正咬合患者では，歯周 
 
組織の炎症を制御しながら矯正歯科治療を進める必要がある．歯周疾患の発症と進行には， 
 
主に歯周ポケット内に存在する歯周病原菌由来の lipopolysaccharide (LPS) が関与する 
 
2, 3)．LPS が誘導する歯周組織破壊には，浸潤細胞や歯周組織構成細胞が産生する炎症性サ 
 
イトカインの複雑なネットワークが重要な役割を果たす．特に，tumor necrosis factor - 
 
alpha (TNF-α) は LPS 刺激後，短時間で産生され，他のサイトカイン誘導能や破骨細胞 
 
性骨吸収刺激作用を有し，歯周組織破壊に関わるサイトカインネットワークにおいて中心 
 
的な役割を果たしている 4 - 6)． Miyauchi ら 7, 8) は，ラット歯肉溝から LPS を投与する 
 
ことにより，LPS 誘導ラット歯周組織破壊モデルを作製した．このモデルにおいては，LPS  
 
投与により好中球遊走，血管拡張・充血，破骨細胞性骨吸収などの変化が誘導され，歯周 
 
組織細胞における TNF-α や IL-1β などの炎症性サイトカイン発現が一過性に上昇する 
 
ことを報告している．また，Yamano ら 9) も LPS 投与後の歯周組織において TNF-α 陽 
 
性細胞が多数観察されたことから，TNF-α が破骨細胞増加などの歯周組織破壊に直接関わ 
 
1 
っていると報告している． 
 
  一方，ラクトフェリン (LF) は鉄トランスポーターファミリーに属する 80kDa の多 
 
機能タンパク質で，ヒトをはじめとする哺乳動物の母乳や唾液，涙，血漿，鼻汁，好中球 
 
などに存在し，感染防御に重要な役割を果たすことが知られている 10 - 14)．LF の機能は多 
 
彩で，抗炎症作用 15 - 18)，抗菌作用 19 - 22)，抗ウイルス作用 23 - 25)，抗腫瘍作用 26 - 28)，抗 
 
疼痛作用 29)，免疫調節作用 30)，抗ストレス作用 31) などの生理作用を有する．また，ウシ  
 
LF (bLF) は，カゼインについで牛乳に多く (1.9mg/ml) 含まれるタンパク質で 32)，安全 
 
性の高い食品由来物質として注目され，さまざまな食品に添加されたり，サプリメントと 
 
して服用されている 33,34)． 
 
しかしながら，経口摂取された bLF の多くは胃でペプシンやトリプシンなどの酵素に 
 
より消化分解され，小腸から吸収される bLF 量は極めて少ないため，bLF の抗炎症作用 
 
や免疫調節作用が十分に発揮されなくなる 35)．そこで，胃での分解を防ぎ，bLF を確実に 
 
腸へ到達させ，小腸における吸収量を増加させることを目的として，さまざまな腸溶 bLF  
 
製剤が開発されている．現在は，経口摂取用錠剤やカプセル剤，顆粒剤などを腸溶性皮膜 
 
で被覆するドラッグデリバリーシステムの技術を利用した腸溶 bLF 製剤が広く用いられ 
 
ているが，近年，腸溶 bLF 製剤のさらなる工夫として，PEG (ポリエチレングリコール誘 
 
導体) 化 bLF 36) やリポソーム化 bLF 37) などが開発されている．リポソーム化 bLF  
 
 
2 
は，リン脂質二重構造膜の中に多量の bLF を内包することによって，腸への到達量を高め 
 
たものである 37)．Ishikado ら 38) は，リポソーム化 bLF の消化試験において消化に対す 
 
る抵抗性が向上することと，リポソーム化 bLF を 7 日間経口投与したマウス末梢血から 
 
採取した単球を LPS で刺激したところ，TNF-α の産生量はコントロール群に比べて 1/4  
 
程度に減少することをすでに報告している．また Yamano ら 9) は，卵黄由来のリン脂質 
 
を使用した卵黄レシチンによるリポソーム化 bLF の経口投与が，LPS の誘導する破骨細 
 
胞性骨吸収を著しく抑制することを明らかにした． 
 
本研究では，卵黄レシチンよりも安価でかつ調整が容易な大豆レシチンによるリポソ 
 
ーム化 bLF (SLbLF) を用いることとし，SLbLF 経口投与が TNF-α をターゲットとした 
 
歯周組織破壊の新しい予防・治療薬となる可能性を検討することを目的とし，以下の検討 
 
を行った． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
3 
材料および方法 
 
 
  本研究におけるすべての実験は，広島大学動物実験指針および広島大学動物実験施設 
 
内規に従って行われた．  
  
Ⅰ．LPS 誘導歯周組織破壊に対する SLbLF 経口投与効果の検討 
 
1.  実験動物と実験手順 
 
  Ishikado ら 10) の方法により作製された SLbLF (サンスター，大阪) を実験に用いた． 
 
7 週齢 Wistar 系雄性ラット (各群 6 匹，計 54 匹) (日本チャールズリバー，横浜) に 
 
500mg/kg/day の割合で調整した SLbLF 含有溶液を 7 日間経口摂取 (SLbLF 群) させ 
 
た．次いで，10% ペントバルビタールナトリウム (600mg/100gB.W.) (シェリング・プラウ 
 
アニマルヘルス, 大阪) による全身麻酔下にて，5mg/ml 濃度の E.coli. 由来 LPS 026:B6  
 
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) を浸漬した綿栓 (直径 2mm, 長さ 8mm) を上顎臼 
 
歯口蓋側歯肉に 1 時間にわたり静置し，歯肉溝から LPS (Sigma Aldrich) を浸透投与した． 
 
図 1 の実験スケジュールに従い，このモデルで破骨細胞増加が明らかにされている 3 時 
 
間後および 3 日後 9) に上顎臼歯部を上顎骨ごと摘出した．なお，bLF (森永乳業，東京) 含 
 
有溶液を経口投与した非リポソーム化 bLF 群 (bLF 群)，bLF 非含有溶液 (蒸留水) を 
 
経口投与した対照群についても同様の処置を行った． 
 
 
 
4 
LPS を浸漬した綿栓  
 
 
 
 
 
 
LPS 投与 
対照群 
SLbLF 群 
-7d 0d 1h 3h 3d 
組織採取 
bLF 群 
 図 1   実験スケジュールおよび LPS 投与部位 
 
 
SLbLF 群では，LPS 投与開始 1 週間前から実験終了時まで SLbLF を経口摂取させている．
bLF 群および対照群についても同様の処置を行っている． 
 
2.  組織切片の作製 
 
  4% periodate-lysine-paraformaldehyde (PLP) (8% paraformaldehyde (Merck KgaA, 
 
Darmstadt, Germany), 0.1M lysine (Sigma Aldrich), 0.01M periodate (Sigma Aldrich))  
 
固定液を用いて 4 ℃，24 時間固定後，染色性の低下及び過脱灰を防ぐために，リン酸緩 
 
衝液で溶解した 10% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) -4Na (Sigma Aldrich) を 
 
用いて，4 ℃で約 10 日間低温脱灰した．その後，組織の収縮などの影響を少なくするた 
 
めに脱水処理を工夫した acetone methylbenzoate xylene (AMeX) 処理法を用いて 
 
パラフィン包埋し，厚さ 4.5μm の前頭断連続切片を作製した． 
 
3.  接合上皮内の好中球数の算定 
 
  作製した標本をヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色し，接合上皮内に遊走した好中 
 
球を光学顕微鏡 (BH2-BHSU, オリンパス，東京) 下で観察した後，接合上皮部位の単位面 
 
積あたりの好中球数を算定した (図 2A)． 
 
 
5 
4.  歯槽骨縁の破骨細胞数の算定 
 
  HE 染色切片上で歯槽骨縁に沿って出現する破骨細胞を観察した．次いで，酒石酸耐 
 
性酸性フォスファターゼ (TRAP : tartrate-resistant acid phosphatase) 染色を施し，歯根 
 
膜側歯槽骨縁に沿って出現する TRAP 陽性の破骨細胞数を，光学顕微鏡 (オリンパス) 下 
 
0.1mm
にて歯槽骨頂から 0.1mm の範囲内で組織計測学的に算定した (図 2B)． 
 
(B) (A)  
 
 
 
 
 
 
 図 2   好中球 (A) および破骨細胞数 (B) の計測部位 
 
5.  TNF-α の免疫組織化学的解析 
 
  免疫組織化学的染色には ヒストファインシンプルステイン法 (ニチレイバイオサイエ 
 
ンス，東京) を用いた．脱パラフィン後，0.3% 過酸化水素水 (Sigma Aldrich) 添加メタノ 
 
ール (純正化学，東京) にて内因性ペルオキシターゼ処理を 60 分間行い，続いて Protein 
 
Block (DAKO Denmark A/S., Glostrup, Denmark) を用いて非特異的反応のブロ 
 
ッキング処理を 30 分間行った．その後，原液を 250 倍に希釈した抗 TNF-α ヤギポリク 
 
ロナール抗体 (R&D System, Inc., Minneapolis, MN, USA) を用いて，4 ℃で 24 時間反 
 
応させた．PBS (Sigma Aldrich) で洗浄後，シンプルステイン ラット MAX-PO (ニチレイ 
 
6 
バイオサイエンス) を 30 分間作用させた．発色には 3, 3’ - diaminobenzidine (DAB) 基 
 
質 (DAKO) を用いた．その後，ヘマトキシリンで対比染色し，非水溶性封入剤で封入後， 
 
光学顕微鏡 (オリンパス) 下で TNF-α 陽性細胞を観察した．陰性コントロールとして， 
 
一次抗体の代わりに PBS (Sigma Aldrich) を作用させたものを用いた． 
 
 
Ⅱ．LPS 誘導歯周組織破壊を伴う実験的歯の移動に及ぼす SLbLF 経口投与の効果の検討 
 
1.  実験動物と実験手順 
 
  7 週齢 Wistar 系雄性ラット (各群 8 匹，計 32 匹) (日本チャールズリバー) を用い 
 
た．図 3 に示す実験スケジュールに従って，まず上顎第一臼歯を抜歯し，28 日間放 
 
置することによって抜歯窩の治癒を図った後，上顎第二臼歯の牽引を開始した．10% ペン 
 
トバルビタールナトリウム (シェリング・プラウ アニマルヘルス) による全身麻酔下にて， 
 
第二臼歯にリガチャーワイヤー (TOMY International，東京) を巻きつけ，レジンによる 
 
固定を行った．リガチャーワイヤーにはニッケルチタンクローズドコイルスプリング (ロッ 
 
キーマウンテンモリタ，東京) を予め結び付けておくことでクローズドコイルスプリング  
 
(ロッキーマウンテンモリタ) が歯から脱落しないように固定を行った．次に，上顎切歯か 
 
ら 1mm 離した位置に矯正用インプラント (直径 1.8mm,長さ 6mm) (Dual-Top Anchor 
 
Screw, Jeil Medical Co., Seoul, Korea) を植立し，クローズドコイルスプリング (ロッキー 
 
マウンテンモリタ) の端をリガチャーワイヤーにてインプラント (Jeil Medical Co.) に固 
 
7 
定した．その際，牽引力が 20g となるように調節を行った． 第二臼歯の牽引は 7 日間行 
 
った．なお，SLbLF (サンスター) は牽引開始 7 日前より経口摂取させた．また，LPS 投 
 
与群には牽引開始 0 日目，および 3 日目に 実験Ⅰと同様の方法で 5mg/ml 濃度の  
 
E.coli. 由来 LPS 026:B6 (Sigma Aldrich) を投与した． 
 
LPS 刺激  
第二臼歯
切歯
インプラント
20 g
 
対照群 
 
SLbLF 群 
 
LPS 群 
 
LPS 
+ SLbLF 群 
7d 3d -7d  -28d 0d 
 
 
第一臼歯の抜歯 第二臼歯の牽引開始 組織採取 
 
 
図 3   実験スケジュールおよびラット実験的歯の移動モデル 
 
 
第二臼歯の牽引開始 1 週間前より牽引終了時まで bLF 非含有溶液 (蒸留水) を経口投与し
た群を対照群，SLbLF 溶液を経口投与した群を SLbLF 群とする．さらに，対照群および 
SLbLF 群に LPS 投与を行ったものをそれぞれ LPS 群，LPS + SLbLF 群とする． 
 
 
2.  歯の移動距離の計測 
 
  7 日間の牽引終了後，上顎臼歯部をシリコン印象剤にて印象採得し，作製した石膏模 
 
型上で，上顎第二臼歯と第三臼歯間の距離を実体顕微鏡 (SZ, オリンパス，東京) 下でデジ 
 
タルノギス (ミツトヨ，川崎) を用いて小数点第 2 位まで計測し，移動距離を算出した  
 
(図 4) ． 
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M3 M2  M3 M2 
 
 図 4   歯の移動距離の計測 
 
3.  組織切片の作製 
 
  ラットを屠殺後，上顎臼歯部を上顎骨ごと摘出し，実験Ⅰ－2 と同様の方法で 4% PLP 
 
(Merck KgaA) にて固定後，10% EDTA- 4Na (Sigma Aldrich) リン酸緩衝液にて低温脱灰 
 
し，AMeX 法にてパラフィンに包埋し，上顎第二臼歯近心根を含む厚さ 4.5μm の矢状断 
 
連続切片標本を作製した． 
 
4.  接合上皮の深行増殖量の計測 
 
  作製した標本を HE 染色し，接合上皮の深行増殖を光学顕微鏡 (オリンパス) 下で観 
 
察した後，セメントエナメル境 (CEJ) から接合上皮歯根側端の距離を算出し，接合上皮の 
 
深行増殖量とした (図 5A)． 
 
5.  圧迫側における破骨細胞数の算定 
 
  HE 染色標本上で，圧迫側，すなわち上顎第二臼歯近心根近心面の歯根膜側歯槽骨に 
 
おける歯槽骨吸収像および破骨細胞出現状況を観察した．次いで，TRAP 染色を施し，歯 
 
槽骨頂部 (図 5B) および歯槽骨中央部 (図 5C) の単位面積当たりの破骨細胞数を，光学顕 
 
微鏡 (オリンパス) 下にて組織計測学的に算定した． 
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 (B) (C) 
CEJ CEJ 0.3mm 
 
(A) 
 
深行増殖量 
 
0.1mm  CEJ 
 
0.4mm 
 
 
0.5mm 0.5mm 
 
 図 5   接合上皮の深行増殖量 (A) および破骨細胞数 (B, C) の計測部位 
 CEJ : セメントエナメル境 
 
6.  TNF-α の免疫組織化学的解析 
 
  TNF-α の免疫組織化学的染色は，実験Ⅰ－5 と同様の方法で行い，ヘマトキシリンで 
 
対比染色し，非水溶性封入剤で封入後，光学顕微鏡 (オリンパス) 下で TNF-α 陽性細胞を 
 
観察した． 
 
 
Ⅲ．骨芽細胞による破骨細胞誘導に対する bLF の効果の検討 
 
1.  LPS 刺激による破骨細胞関連因子の発現に対する bLF の効果の検討 
 
  6 well 培養プレート (FALCONⓇ , Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes,  
 
NJ, USA) に 3.5×105 cell/dish の密度で マウス骨髄由来間葉系細胞株 (ST2 細胞) (理化 
 
学研究所，和光) を播種し，100U/ml の  Penicillin-Streptomycin (Invitrogen,  
 
GrandIsland, NE, USA) を加えた 10% fetal bovine serum (FBS, Invitrogen) 含有 
 
Alpha Minimum Essential Medium (α-MEM, Invitrogen) 中で 48 時間培養後， 
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Aggregatibactor Actinomycetmcomitans (A.a.) ATCC29522 株由来 LPS (九州歯科大学 
 
口腔微生物学講座，西原達次先生より供与) を 100ng/ml の濃度で添加した．2, 4, 6, 12, 24 
 
時間後に細胞を回収した後，mRNA を抽出した．なお，bLF 群では LPS 投与 4 時間前 
 
より 10μg/ml 濃度の bLF を前投与し，bLF を PBS (Sigma Aldrich) で洗浄した後 LPS  
 
刺激を加えた． 
 
  mRNA 抽出には，RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用い，total RNA  
 
を抽出し，吸光光度計 (NANODROP1000, Thermo Fisher Scientific K. K.，横浜) によ 
 
り RNA 濃度を測定し，1μg の total RNA から Rever Tra AceⓇ (東洋紡, 大阪) を用いて 
 
cDNA を合成した．その後，表 1 に示す破骨細胞関連因子に特異的なプライマーを作製 
 
し，Applied Biosystems StepOnePlus リアルタイム PCR システム  (Applied 
 
Biosystems, 東京) を用いて，TagManⓇ assay または SYBRⓇ Green assay による定量 
 
PCR を行った．TagManⓇ assay には TagManⓇ Fast Universal PCR Master Mix  
 
(Applied Biosystems)，SYBRⓇ Green assay には Fast SYBRⓇ Green Master Mix  
 
(Applied Biosystems) を用いた．  
 
2.  機械的圧縮刺激による破骨細胞関連因子の発現に対する bLF の効果の検討  
 
  6 well 培養プレート (FALCONⓇ, Becton Dickinson and Company) に 3.5×105  
 
cell/dish の密度で ST2 細胞 (理化学研究所) を播種し，10% FBS (Invitrogen) 含有 
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α-MEM (Invitrogen) 中で 48 時間培養後，培養液中に 1.5% Agarose-Me gel (ナカライテ 
 
スク，京都) を置き，その上から 0.5gw のおもりを用いて 0.05kPa の機械的圧縮刺激を 
 
加え，2, 4, 6, 12, 24 時間後に細胞を回収し，実験Ⅲ－1 と同様に real time RT-PCR 法に 
 
て，TNF-α，COX-2，RANKL，OPG の発現を検討した．なお，bLF 群では，機械的圧縮 
 
刺激開始 4 時間前より 10μg/ml 濃度の bLF を前投与し，bLF を PBS (Sigma Aldrich) 
 
で洗浄した後，機械的圧縮刺激を加えた．  
 
3.  LPS 刺激および機械的圧縮刺激による破骨細胞誘導における COX-2 / PGE2 経路の
関与の検討 
 
  6 well 培養プレート (FALCONⓇ, Becton Dickinson and Company) に 3.5×105  
 
cell/dish の密度で ST2 細胞 (理化学研究所) を播種し，10% FBS (Invitrogen) 含有 
 
α-MEM (Invitrogen) 中で 48 時間培養後，実験Ⅲ－1 および 2 と同様の方法で A.a. 由 
 
来 LPS (100ng/ml) と機械的圧縮刺激 (0.05kPa) を加え，24 時間後に細胞を回収し，実 
 
験Ⅲ－1 と同様に real time RT-PCR 法にて，RANKL の発現を検討した．なお，内因性の  
 
PGE2 産生を抑制するために COX-2 選択的阻害薬である NS398 (5.0μM) (Cayman 
 
Chemical Company, Michigan, MI, USA) を，LPS および機械的圧縮刺激開始 2 時間前 
 
に投与した． 
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 表 1   定量 PCR に用いたプライマーおよびプローブ 
 
 
 
Annealing Sequence Product size (bp) temperature (℃)  Primer 
 
 
 TagManⓇ assay 
 
 TagMan probe  
 TNF-α  Reverse   
 Forward     5’-CCAAATGGCCTCCCTCTCAT-3’         
5’-GCTACAGGCTTGTCACTCGAATT-3’   
5’-CCCAGACCCTCACACTCAGATCATCTTC-3’  
60 86 
 
 
 SYBRⓇ Green assay  
 5’-TTCAAAAGAAGTGCTGGAAAAGGT-3’       
 5’-GATCATCTCTACCTGAGTGTCTTT-3’  Reverse   
 Forward    58 304  COX-2 
 5’-CACACCTCACCATCAATGC-3’ 
5’-AGTCTGTAGGTACGCTTCC-3’ 
 Forward   
 Reverse  58 207   RANKL 
 5’-CTGCTGAAGCTGTGGAAA-3’ 
 5’-GATTTGCAGGTCTTTCTCG-3’   
206  60  OPG  Forward  Reverse   
 5’-TGTGGTGTTGAGGAAAGCAG-3’ 
5’-TCCCATCCTTCACATCCTTC-3’ 
 Forward 
 Reverse 60 155  18S  
 
 TNF-α : tumor necrosis factor-alpha  COX-2 : cyclooxygenase-2  
 RANKL : receptor activator for nuclear factor κB ligand  OPG : osteoprotegerin  
 
 
4.  LPS 刺激および PGE2 刺激による破骨細胞誘導に対する bLF の影響の検討 
 
  6～8 週齢 ddY 雄性マウス (日本チャールズリバー) の大腿骨から骨髄細胞を採取し， 
 
96 well 培養プレート (FALCONⓇ, Becton Dickinson and Company) に 2×105  
 
cells/well の密度で播種し，20ng/ml の mouse M-CSF (R&D Systems) を添加した 10%  
 
FBS (Invitrogen) 含有 α-MEM (Invitrogen) で 24 時間培養して破骨細胞前駆細胞を誘 
 
導した (0 日目)．その後 10% FBS (Invitrogen) 含有 α-MEM (Invitrogen) にて，生後 2  
 
日齢 ddY 雄性マウス (日本チャールズリバー) の頭蓋骨から採取した骨芽細胞 (1×104  
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cells/well) と骨髄細胞を 7 日間共培養した．共培養 1 日目から A.a. 由来 LPS (1μg/ml)  
 
あるいは PGE2 (100ng/ml) (Cayman Chemical) の添加を開始した．なお，bLF 群では 
 
LPS および PGE2 の添加開始 4 時間前に bLF を投与した．共培養終了後，10% 中性緩 
 
衝ホルマリン固定およびエタノール・アセトン固定を行い，TRAP 染色を施し，well 内に 
 
出現する TRAP 陽性細胞数を算定した． 
 
 
Ⅳ．bLF による抗炎症作用の分子生物学的メカニズムの検討 
 
1.  TLR4 (Toll like receptor 4) を介した NF-κB (Nuclear factor of κB) および  
MAPK (Mitogen-activated protein kinase) 経路に対する bLF の影響についての 
検討 
   
  60mm 径 Dish (FALCONⓇ, Becton Dickinson and Company) に 1.0×106 cell/dish  
 
の密度で ST2 細胞 (理化学研究所) を播種し，10% FBS (Invitrogen) 含有 α-MEM  
 
(Invitrogen) 中で 48 時間培養後，A.a. 由来 LPS (100ng/ml) を添加し，0, 5, 15, 30, 45,  
 
60 min 後に細胞を回収した．なお，bLF 群では LPS 投与 4 時間前より 10μg/ml 濃度 
 
の bLF を前投与し，bLF を PBS (Sigma Aldrich) で洗浄後，LPS 刺激を加えた．タン 
 
パクの抽出および Western blot 法は，以下に示す方法で行った． 
 
  タンパクの抽出は，Triton lysis buffer [50mM Tris-HCl (pH7.4), 125mM NaCl, 
 
2% Triton X-100 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), 5mM EDTA, 0.1M NaF,  
 
10μg/mL leipeptin (Sigma Aldrich), 0.1μg/mL trypsin inhibitor, 0.1μg/mL aprotinin  
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(Sigma Aldrich), 50μg/mL phenylmethylsulfonyl fluoride (和光純薬) ] を用いて行い， 
 
Bradford protein assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) によりタンパク濃度 
 
を測定した．20μg のタンパクを Laemmli’ s sample buffer に混和し，100 ℃で 3 分間 
 
変性させた後，8～10% sodium dodecyl sulfate (GE ヘルスケアバイオサイエンス， 
 
東京) -polyacrylamide gel で電気泳動 (SDS-PAGE) し，ニトロセルロースメンブレン  
 
(PROTRAN, WHATMAN, GmbH., Dassel, Germany) に転写した．転写後のメンブレンを， 
 
3% スキムミルク (森永製菓，東京) 含有 wash buffer [137mM NaCl (Sigma Aldrich),  
 
8.1mM Na2HPO4-12H2O (Sigma Aldrich), 2.68mM KCl (和光純薬), 1.47mM KH2PO4  
 
(和光純薬) ] に浸し，室温で 1 時間作用させた後，一次抗体を 3% スキムミルク含有 
 
wash buffer にて希釈し，室温で 2 時間作用させた．二次抗体は，抗 mouse または抗  
 
rabbit biotinylated secondary antibody (GE ヘルスケアバイオサイエンス) を用い，室温 
 
で 1 時間作用させた．目的抗原の化学発光検出には，ECL western blotting detection  
 
system (GE ヘルスケアバイオサイエンス) を用いた． 
 
Western blot 法の検討には，抗 phospho IKKβ 抗体 (Cell Signaling Technology,  
 
Boston, MA, USA)，抗 phospho IκBα 抗体 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,  
 
CA, USA)，抗 IκBα 抗体 (Santa Cruz Biotechnology)，抗 phospho p38 抗体 (Cell  
 
Signaling Technology) ，抗 phosphor JNK 抗体 (Cell Signaling Technology)，抗  
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phospho ERK 抗体 (Santa Cruz Biotechnology)，抗 IRAK1 抗体 (Cell Signaling  
 
Technology) を用いた．また，内在性コントロールとして抗 β actin 抗体 (Sigma Aldrich)  
 
を用いた． 
 
2.  IKK 複合体形成に対する bLF の影響についての検討 
 
  IKK 複合体は，IKKα，IKKβ および NEMO により構成されている 39)．そこで，bLF 
 
が IKK 複合体形成に及ぼす影響について，免疫沈降法を用いて検討を行った． 
 
  実験Ⅳ－1 と同様に抽出したタンパク 1mg に Triton lysis buffer を加え 1ml に調 
 
整した後，抗 IKKβ 抗体 (Cell Signaling Technology) および抗 NEMO 抗体 (Becton  
 
Dickinson and Company) を 20μl 加え，4℃ で 3 時間回転混和した．次に，20μl の  
 
protein G agarose (Roche Diagnostics) を加え，さらに 4℃ で 3 時間回転混和した．そ 
 
の後，遠心して上清を除いたペレットに，sample buffer を 15μl 加え，100℃ で 3 分間  
 
変性し，遠心後，この上清を Western blot 法を用いて解析した．Western blot 法の検討 
 
には，抗 IKKα 抗体 (Cell Signaling Technology)，抗 IKKβ 抗体 (Cell Signaling  
 
Technology)，抗 NEMO 抗体 (Becton Dickinson and Company) を用いた． 
 
3.  LPS 以外の刺激に対する bLF の影響についての検討 
 
  グラム陰性細菌の細菌性鞭毛に存在するタンパクである Flagellin 40) は TLR5 を介 
 
して TLR4 と同様に NF-κB 経路を活性化することにより TNF-α 産生を促進する 41)． 
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また，LPS 刺激で誘導される TNF-α は，TNF レセプターに結合し，TLR4 および TLR5 
 
を介した NF-κB 経路とは異なる NF-κB 経路を活性し，RANKL をはじめとする種々の 
 
サイトカイン発現を誘導することが知られている 42)．そこで，この 2 つの刺激に対する  
 
bLF の影響について検討した． 
 
  6 well 培養プレート (FALCONⓇ, Becton Dickinson and Company) に 3.5×105  
 
cell/dish の密度で ST2 細胞 (理化学研究所) を播種し，10% FBS (Invitrogen) 含有 
 
α-MEM (Invitrogen) 中で 48 時間培養後，recombinant Flagellin from Salmonella  
 
typhimurium (TLR5 ligand) (1ng/ml) (InvivoGen, San Diego, CA, USA) 刺激 または  
 
recombinant human TNF-α (10μg/ml) (R&D System) 刺激を加え，2 時間および 24 時間 
 
後の細胞を回収し，実験Ⅲ－1 と同様の方法で cDNA 合成を行った．なお，bLF 群では 
 
LPS 投与 4 時間前より 10μg/ml 濃度の bLF を前投与し，bLF を PBS (Sigma  
 
Aldrich) で洗浄した後，各刺激を加えた． 
 
  PCR は，rTaq-DNA polymerase (Qiagen) を使用し，DNA サーマルサイクラー 
 
(MyCyclerTM, Bio-Rad Laboratories) を用いて DNA を増幅した．PCR 条件は，変性反 
 
応 (94 ℃，30 秒)，表 2 に示すプライマーを用い，各条件でのアニーリング反応 (30 秒)， 
 
伸長反応 (68 ℃)，を 1 サイクルとして，表 2 に示すサイクル数反応させた．72 ℃，10  
 
分で DNA 鎖を完全に伸長させた後，反応液を 1.5% Agarose-Megel (ナカライテスク) で 
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電気泳動し，ethidium bromide solution (Sigma Aldrich) にて可視化した． 
 
 
 
表 2   PCR に用いたプライマー  
 
 Sequence Product size (bp) temperature (℃)  Cycles 
Annealing  Primer 
 
  TNF-α 
 Forward  5’-GCCTCAGCCTCTTCTCATTC-3’ 209 58 32  Reverse    5’-GCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’          
 
 5’-CGCTCTGTTCCTGTACTTTCGAGCG-3’  Forward 
 Reverse    5’-TCGTGCTCCCTCCTTTCATCAGGTT-3’         
608 58 33   RANKL 
 
155 60 30  Forward 5’-TGTGGTGTTGAGGAAAGCAG-3’  Reverse 5’-TCCCATCCTTCACATCCTTC-3’   18S  
 
  RANKL : receptor activator for nuclear factor κB ligand  TNF-α : tumor necrosis factor-alpha 
 
 
 
Ⅴ．統計学的処理 
 
  データの統計処理には Excel 統計 2008 ソフトを使用し，Kolmogorov-Smimo test  
 
ならびに Bartlett test を用いてデータ分布の分析後，ANOVA ならびに Scheffe test を 
 
用いて，有意水準を P<0.05 あるいは P<0.01 とし，平均の有意差検定を行った． 
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結果 
 
 
Ⅰ.  LPS 誘導性歯周組織破壊に対する SLbLF 経口投与の効果 
 
1.  接合上皮内の好中球の出現状況 
 
  対照群では，LPS 投与により接合上皮内および接合上皮直下結合組織に出現する 
 
多数の好中球が認められたのに対し，SLbLF 群では，接合上皮内および上皮直下に出現す 
 
る好中球は著しく減少していた (図 6A)． 
 
  図 6B は接合上皮内に出現した好中球数の変化を示す．SLbLF 前投与は，LPS 投 
 
与 3 時間および 3 日後に認められる好中球増加を，有意に減少させた (P<0.01)．また， 
 
bLF 前投与においても有意な減少が認められ (3 時間；P<0.05，3 日；P<0.01)，その効 
 
果は SLbLF 群と有意差がなかった． 
 
 
 
対照群 SLbLF 群 
(A) 
(×200) 
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 (A)  LPS 投与によって対照群では，多数の好中球が観察される．一方，SLbLF 群では接合上
皮内における好中球数は減少する．  
 (B)  SLbLF 前投与は，LPS による接合上皮内への好中球増加を有意に減少させる． 
 
 
 
2.  LPS 刺激後に誘導される破骨細胞の出現状況 
 
  対照群では，LPS 投与によって歯根膜側歯槽骨縁に沿って多数の破骨細胞や単核 
 
の前破骨細胞が誘導され，不規則な吸収窩が多数形成された．一方，SLbLF 群では観察期 
 
間を通して，破骨細胞の著明な出現や吸収窩の形成はほとんど観察されなかった (図 7)． 
 
図 8 に各群における TRAP 陽性の破骨細胞数を示す．SLbLF 前投与は，LPS 投与 3 
 
時間および 3 日後に誘導される破骨細胞出現を有意に減少させた (P<0.01)．bLF 前投与 
 
でも破骨細胞誘導の減少が認められたが，SLbLF 群の方がより強い効果を示した． 
 
 
 
 
20 
図 6   LPS が誘導する好中球の出現状況 (A) と好中球数の変化 (B) 
**  P<0.01 
*   P<0.05 
(n=6) 
NS : 有意差なし 
SL 群bLF bL 群 F 対照群 
 
 
LPS 投与 3 時間後 LPS 投与 3 日後 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 bLF 群 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SLbLF 群 
TRAP TRAP HE HE 
対照群 
(×200)  
 
 
図 7   LPS 刺激により誘導された歯槽骨縁の破骨細胞出現状況 
 
 
 
 
 対照群では LPS 投与により歯根膜側歯槽骨縁に沿って 3 時間および 3 日後に，TRAP 陽性
多核破骨細胞や単核前破骨細胞が誘導される．一方，SLbLF 前投与では 3 時間および 3 日後
ともに，LPS による破骨細胞誘導はみられない．bLF 前投与でも破骨細胞誘導の減少が認めら
れるが，SLbLF 群の方がより強い効果を示す． 
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図 8   TRAP 陽性細胞数の変化 
 SLbLF 前投与は，LPS 投与 3 時間および 3 日後に誘導される破骨細胞を有意に減少させる．
 
**  P<0.01 
(n=6) 
 
3.  TNF-α の免疫組織化学的解析 
 
  対照群では，LPS 投与 3 時間後に TNF-α が接合上皮細胞に発現した．LPS 投 
 
与 3 日後になると，接合上皮での発現は減少したが，TNF-α 陽性の線維芽細胞や骨芽細胞 
 
が歯根膜部に多数観察された．一方，SLbLF 群では，観察期間を通して TNF-α 陽性細胞 
 
はほとんど認められなかった． 
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LPS 投与 3 時間後 LPS 投与 3 日後  
 
 
 
 対照群 
 
 
 
 
 
 SLbLF 群 
 
 
 
 (×200) 
 
 図 9   TNF-α の免疫組織化学的染色像 
 
 
 対照群では，LPS 投与 3 時間後の接合上皮，および 3 日後の歯根膜部に TNF-α 陽性細胞
が多数観察される．一方，SLbLF 群では TNF-α 陽性細胞はほとんど観察されない． 
 
 
 
Ⅱ.  LPS 誘導歯周組織破壊を伴う実験的歯の移動に及ぼす SLbLF 経口投与の効果 
 
1.  歯の移動距離 
 
  7 日間の歯の牽引により，対照群では平均 0.46mm，SLbLF 群では平均 0.47mm， 
 
LPS 群では平均 0.49mm，LPS＋SLbLF 群では平均 0.47mm の歯の移動が認められ， 
 
各群間に有意な差は認められなかった (図 10)． 
 
 
 
23 
00.5
1
Control SLbLF LPS LPS Control  SLbLFAm
ou
nt
 of
 to
ot
h 
m
ov
em
en
t (
m
m
)
D
is
ta
nc
e 
of
 to
ot
h 
m
ov
em
en
t (
m
m
)  
 
 
 
 
 
 
 
(n=8) 
LPS LPS
- - 
SLbLF 群 LPS＋SL  群 LPS 群 対照群  
 
 図 10   歯の移動距離 
歯の移動距離に，各群間で有意な差は認められない．  
 
 
2.  接合上皮の深行増殖量 
 
  対照群および LPS 群では，セメント質に沿って接合上皮の深行増殖が認められたのに 
 
対し，SLbLF 群および LPS＋SLbLF 群では接合上皮の根尖側端はほぼセメント-エナメ 
 
ル境部に位置していた (図 11A)．組織計測の結果においても，経口投与した SLbLF は  
 
LPS 刺激による接合上皮の深行増殖を有意に抑制するばかりでなく (P<0.01)，対照群でみ 
 
られた深行増殖も有意に減少させた (P<0.05) (図 11B)． 
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図 11   接合上皮の深行増殖 
(A), (B) 対照群および LPS 群で認められる接合上皮の深行増殖は，SLbLF 群および  
LPS＋SLbLF 群で有意に減少する．  
(A) 
LPS＋SLbLF 
群
LPS 群 SLbLF 群対照群 
(×100) 
(n=8) 
**  P<0.01 
*   P<0.05 
(B) 
LPS 群 
 
 
3.  圧迫側における歯槽骨吸収 
 
  LPS 群では，LPS 投与により誘導される歯槽骨頂部での水平的な歯槽骨吸収が認めら 
 
れたのに対し，LPS＋SLbLF 群では認められなかった．また，対照群および SLbLF 群で 
 
も水平的な歯槽骨吸収は認められなかった (図 12)．  
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LPS＋SLbLF 群LPS 群  SLbLF 群 対照群  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.  圧迫側における破骨細胞出現状況 
 
LPS 群では，LPS 投与により歯槽骨頂部に多くの破骨細胞誘導が認められた． 
 
一方，LPS＋SLbLF 群では，LPS 投与により誘導される歯槽骨頂部の破骨細胞は極めて 
 
少なかった (図 13A)． 
 
  図 13B は，LPS 投与の直接的影響が大きいと考えられる歯槽骨頂部の単位面積当た 
 
りの TRAP 陽性の破骨細胞数を示す．LPS 群では，LPS 投与により歯槽骨頂部の有意な 
 
破骨細胞誘導が認められた (P<0.01)．一方，LPS＋SLbLF 群では，LPS による破骨細 
 
胞誘導は有意に減少していた (P<0.01)．また，SLbLF 群では対照群と比較して，同部の 
 
破骨細胞数は有意に減少していた (P<0.05)． 
 
  図 13C は，LPS の直接的影響が少ないと考えられる歯槽骨中央部付近の単位面積当 
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(×100) 
図 12   圧迫側の歯槽骨吸収 
 LPS 群では，LPS 投与による水平的な歯槽骨吸収が認められるが (矢印)，LPS＋SLbLF 群
では認められない． 
りの TRAP 陽性の破骨細胞数を示す．その結果，検討した 4 群間において出現する破骨 
 
細胞数に差は認められなかった． 
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(n=8)  図 13   圧迫側の破骨細胞 
 (A) LPS 群では歯槽骨頂部の破骨細胞増加が認められるが，LPS＋SLbLF 群では認められない．
 
 
 
(B) 歯槽骨頂部の単位面積当たりの破骨細胞数を示す．LPS＋SLbLF 群では LPS 投与による破
骨細胞増加を有意に抑制する． 
(C) 歯槽骨中央部付近の単位面積当たりの破骨細胞数を示す．各群間に差は認められない． 
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5.  TNF-α の免疫組織化学的解析 
 
  図 14 は，上顎第二臼歯近心根圧迫側の TNF-α 染色所見を示す．比較的至適な矯 
 
正力に近い負荷を加えた対照群の歯周組織では，TNF-α 産生はほとんど認められなかった． 
 
LPS 群では，歯槽骨頂部を中心に TNF-α 陽性細胞が多数発現していたが，LPS＋SLbLF 
 
群では TNF-α 陽性細胞は著しく少なかった． 
 
 
LPS 群 LPS＋SLbLF 群 対照群  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(×100) 
 
 図 14   TNF-α の免疫組織化学的染色像 
 
 
LPS 群では，TNF-α 陽性細胞が多数観察される．一方，LPS＋SLbLF 群では TNF-α 陽
性細胞は著しく減少する． 
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Ⅲ.  骨芽細胞による破骨細胞誘導に対する bLF の効果 
 
1.  LPS 刺激による破骨細胞関連因子の発現に対する bLF の効果   
 
  LPS 刺激により，TNF-α，RANKL，COX-2 の発現が有意に上昇し，OPG 発現が 
 
有意に低下した (P<0.01)．また，bLF は LPS の誘導する TNF-α および RANKL 発現 
 
亢進を有意に抑制し (P<0.01)，OPG 発現低下をコントロールレベルまで有意に回復させ 
 
た (P<0.05)．一方，LPS の誘導する COX-2 発現亢進に対して，bLF の影響は認められ 
 
なかった (図 15)． 
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  15 
 bLF 
図   LPS 刺激時の ST2 細胞における破骨細胞関連因子の発現に対する bLF の効果 
 
 
は LPS の誘導する TNF-α，RANKL 発現亢進を有意に抑制し，OPG 発現低下をコント
ロールレベルまで有意に回復させる．一方，LPS の誘導する COX-2 発現亢進には影響しない． 
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2.  機械的圧縮刺激による破骨細胞関連因子の発現に対する bLF の効果 
 
  機械的圧縮刺激により，COX-2 および RANKL 発現が上昇し，TNF-α および OPG 
 
発現の低下が認められた (P<0.01)．また，bLF は機械的圧縮刺激による TNF-α，COX-2， 
 
RANKL，OPG 発現に影響しなかった (図 16)． 
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図 16   機械的圧縮刺激時の ST2 細胞における破骨細胞関連因子の発現に対する bLF の効果 
bLF は機械的圧縮刺激の誘導する TNF-α，COX-2，RANKL，OPG 発現に影響しない． 
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**  P<0.01 
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3.  LPS 刺激および機械的圧縮刺激による RANKL 発現における内因性 PGE2 の関与 
の検討 
   
  COX-2 選択的阻害剤である NS 398 による内因性 PGE2 合成阻害は，LPS 刺激によ 
 
り誘導される RANKL 発現を抑制しなかったが，機械的圧縮刺激により誘導される 
 
RANKL 発現を有意に抑制した (P<0.01) (図 17)． 
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 図 17   LPS および機械的圧縮刺激による破骨細胞誘導と COX-2/PGE2 経路の関係 
**  P<0.01 
*   P<0.05 
(n=6) 
 
 
NS 398 による内因性 PGE2 合成抑制は，LPS 刺激による RANKL 発現には影響しないが，
機械的圧縮刺激による RANKL 発現は有意に抑制する． 
 
 
4.  LPS 刺激および PGE2 刺激による破骨細胞誘導に対する bLF の影響 
 
  骨芽細胞と骨髄細胞の共培養では，LPS 刺激によって，TRAP 陽性細胞数が有意に増 
 
加したが，bLF 添加により，TRAP 陽性破骨細胞数は有意に減少した (P<0.01)． 
 
一方，PGE2 刺激によって誘導される TRAP 陽性破骨細胞数の増加に対する bLF の影響 
 
は認められなかった (図 18)． 
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 図 18   骨芽細胞と骨髄細胞の共培養系を用いた破骨細胞誘導能 
 
 
(A) 共培養系における生理的な破骨細胞誘導． 
(B) bLF は LPS 刺激によって誘導される TRAP 陽性の破骨細胞数を有意に抑制する． 
 (C) bLF は PGE2 刺激によって誘導される TRAP 陽性の破骨細胞数には影響しない． 
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Ⅳ.  bLF による抗炎症作用の分子生物学的メカニズム 
 
1.  TLR4 を介した NF-κB 経路における bLF の影響 
 
  LPS 刺激後 15 分で IκBα がリン酸化され，30 分で IκBα が分解された．一方， 
 
LPS + bLF 群では IκBα のリン酸化，および IκBα の分解がみられなかった (図 19A)． 
 
  次に，IκBα より上流にある IKKβ のリン酸化を，脱リン酸化阻害剤である Okada 酸 
 
(0.5mM) (Sigma Aldrich) を用いて脱リン酸化抑制した状態で LPS 刺激後 15 分で観察 
 
した結果を図 19B に示す．LPS + bLF 群では IKKβ および IκBα のリン酸化がみられな 
 
かった． 
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 図 19   bLF が TLR4 を介した NFκB 経路に及ぼす影響 
 (A) LPS 刺激後 15 分で IκBα がリン酸化され，30 分で IκBα が分解されている．一方， 
 LPS＋bLF 群では IκBα のリン酸化，および IκBα の分解がみられない． 
 
 
(B) Okada 酸を用いて，脱リン酸化を抑制した状態で LPS 刺激後 15 分に限局してリン酸化
を観察すると，LPS + bLF 群では，IKKβ および IκBα のリン酸化がみられない． 
 
 
2.  TLR4 を介した MAPK 経路における bLF の影響 
 
  LPS 刺激後 5 分で ERK1/2，15 分で p38，30 分で JNK がリン酸化された． 
 
LPS＋bLF 群でも同様に ERK1/2，p38，JNK のリン酸化がみられた ．また LPS 刺激 
 
によって起こる IRAK1 の分解が，LPS + bLF 群でも同様にみられた (図 20)． 
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図 20   bLF が TLR4 を介した MAPK 経路に及ぼす影響 
 LPS 刺激によって ERK1/2，p38，JNK のリン酸化，および IRAK1 の分解がみられる． 
LPS + bLF 群でも同様に，LPS による MAPK 経路の活性化が確認できる． 
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3.  IKK 複合体形成に対する bLF の影響 
 
  bLF が IKK 複合体形成に与える影響について，免疫沈降法を用いて検討した． 
 
その結果，bLF の存在により，IKKβ と NEMO が結合できないことが確認された (図 21)． 
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図 21   免疫沈降法 
 bLF は IKKβ と NEMO の結合を強く抑制する． 
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4.  Flagellin 刺激により誘導される TNF-α 発現に及ぼす bLF の影響 
 
  Flagellin 刺激による TNF-α 産生に及ぼす bLF の影響について検討したところ， 
 
Flagellin 刺激時には TNF-α 発現が認められたが，Flagellin＋bLF 群では TNF-α 発現が 
 
完全に抑制された (図 22)． したがって，TLR5 を介する Flagellin 刺激時においても 
 
bLF は TNF-α 発現を抑制することが示された． 
 
 
Control Flagellin Flagellin + bLF 
 
 
TNF-α 
 
 
 18S 
 
 
 
 
 
図 22   bLF が Flagellin 刺激により誘導される TNF-α 発現に及ぼす影響 
 
 bLF は Flagellin により誘導される TNF-α 発現を抑制する． 
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5.  TNF-α 刺激により誘導される RANKL 発現に及ぼす bLF の影響 
 
  TNF-α 刺激による RANKL 発現に及ぼす bLF の影響について検討したところ， 
 
TNF-α 刺激により誘導される  RANKL 発現を  bLF は抑制しなかった  (図 23)． 
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 図 23   bLF が TNF-α 刺激により誘導される RANKL 発現に及ぼす影響 
  bLF は TNF-α により誘導される RANKL 発現に影響しない． 
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考察 
 
 
Ⅰ.  SLbLF の安全性および有用性について 
 
  LF は，ヒトをはじめとする哺乳動物の母乳，唾液や涙などに存在し 10 - 14)，炎症 
 
時には白血球から LF が多く分泌されるなど 43)，乳児の免疫反応や成人の粘膜表面での感 
 
染防御に重要な役割を果たすことが知られている 10 - 14)．LF の必要摂取量は，1 日あたり 
 
500mg～1000mg であるが，乳児は母乳より 1 日あたり 2 g 以上の LF を摂取している 
 
と言われている 44)．現在，市販されている LF のほとんどはウシ由来の LF (bLF) である． 
 
ヒト由来の LF と bLF は別種であり，それぞれを構成する分子配列が異なっている．し 
 
かしながら，ヒト由来の LF と同様に，bLF は抗菌作用や抗ウイルス作用，炎症性サイト 
 
カインの分泌抑制作用，腫瘍増殖抑制作用などの様々な活性を有する多機能タンパク質で， 
 
牛乳から活性を保持した高品質のものを工業的規模で抽出することが可能であるため，さ 
 
まざまな食品に添加されたりサプリメントとして服用されている 32, 33)． 
 
  この bLF を疾患の治療に用いたいくつかの報告がある．Iwasa ら 45) は，C 型慢性 
 
肝炎患者に bLF (3.6g/day) を 6 ヶ月摂取させても，副作用を生じることなく血中ウイル 
 
ス量の減少や，肝機能指標および酸化ストレスマーカー (血中 GPT 値など) の改善や，肝 
 
機能指標の維持効果がみられたと報告している．Kozu ら 46) は，5mm 以下の大腸ポリー 
 
プを有する患者に bLF (3.0g/day) を 1 年間摂取させることにより大腸ポリープが縮小し 
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たと報告したが，患者に bLF 投与による副作用は認められないことを確認した．さらに， 
 
Yamauchi ら 47, 48) は，bLF を用いた実験動物での 13 週間反復投与試験や，微生物での 
 
復帰突然変異試験などの安全性試験で，bLF の高い安全性を確認しており，bLF は副作用 
 
のない安全性の高い食品由来物質であるといえる． 
   
  しかしながら，bLF を経口摂取した場合，ペプシンやトリプシンのような消化酵素に 
 
より約 80% 以上が胃で分解されるといわれており，小腸まで到達する bLF 量は激減し， 
 
bLF の抗炎症作用や免疫調節作用が充分に発揮されないとされている 34)．そのため，胃で 
 
の分解を抑制し，bLF を腸まで確実に到達させ，小腸における吸収量を増加させることを 
 
目的として，さまざまな腸溶 bLF 製剤が開発されてきた．本研究では，bLF のドラッグ 
 
デリバリーシステムとしてレシチンによるリポソーム化に着目した．リポソーム化 bLF は， 
 
親水基を外側に，疎水基を内側に向けたリン脂質二重構造膜の中に bLF を内包することに 
 
よって，腸への到達量を高めたものである 49, 50)．Ishikado ら 10) は 卵黄レシチンリポソ 
 
ーム化 bLF (LbLF) を 1 週間経口投与したマウスの末梢血単球からの LPS 刺激による  
 
TNF-α 産生が著しく抑制されることを報告した．また，Yamano ら 9) は，ラットに経口 
 
摂取させた LbLF が LPS の誘導する好中球遊走や破骨細胞性骨吸収などの歯周組織変化 
 
に対して確実な抑制効果を発揮することを明らかにした． 
 
  本研究では，卵黄レシチンよりも安価でかつ調整が容易な大豆レシチンを用いた，リ 
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ポソーム化ウシラクトフェリン (SLbLF) を作製し，飲料水に混和してラットに経口摂取さ 
 
せることとした． 
 
レシチンは，脳や細胞膜をはじめ，生体のさまざまな部位に存在し，近年ドラッグデ 
 
リバリーシステムとして医薬品や化粧品などに広く利用されている 51)．レシチンを多く含 
 
む代表的な食品には，卵黄 (350mg/100g)，大豆 (1480mg/100g) があり，それぞれ卵黄レ 
 
シチン，大豆レシチンと呼ばれている 52)．卵黄レシチンには中性脂肪や LDL の増加につ 
 
ながる飽和脂肪酸が多く含まれているのに対し，大豆レシチンは中性脂肪や LDL を減少 
 
させ，HDL を増加させる不飽和脂肪酸を多く含んでいる 51)．Evans ら 53) は，閉経後の 
 
健康女性に大豆レシチン (20g/day) を 4 週間摂取させると，脂質プロファイルの有意な改 
 
善が認められたと報告している．また Son ら 54) は，大豆レシチンの主な構成物である 
 
1,2-Dilinoleoyl-sn-glycerol-3-phosphocholine (DLPC) には抗炎症作用があると報告して 
 
いる．このことから，大豆レシチンは卵黄レシチンよりも臨床応用への優れた利点を有し 
 
ていると考えられる．さらに，本研究では，Yamano ら 9) の LbLF を用いた研究と 
 
同等の LPS 誘導歯周組織破壊抑制効果を示した．本研究で用いた SLbLF と Yamano ら 
 
9) が用いた LbLF の摂取量から，体内に取り込まれた bLF 量を換算すると，SLbLF 摂 
 
取により 375.92mg/kg/day の bLF を，一方 LbLF 摂取により 470mg/kg/day の bLF  
 
を摂取したこととなり，SLbLF の方が LbLF よりも少ない bLF 摂取量で，同等の抗炎 
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症効果を発揮することができたことになる．そのメカニズムとしては，大豆レシチンが bLF  
 
の体内への取り込み効率を向上させている可能性や，大豆レシチン自体が持つ抗炎症作用 
 
が bLF の抗炎症作用を促進している可能性などが考えられるため，今後さらなる詳細な検 
 
討が必要である． 
 
 
Ⅱ.  LPS 誘導歯周組織破壊に対する SLbLF 経口投与の効果について 
 
  歯周組織の炎症発現には，歯周ポケット内に存在するグラム陰性細菌である 
 
Aggregatibactor actinomycetemcomittans や Porphyromonas gingivalis 由来の LPS 
 
が関与する 2, 3)． 歯周ポケット内で LPS が放出されると，接合上皮細胞やマクロファー 
 
ジ，線維芽細胞，骨芽細胞などの歯周組織構成細胞による炎症性サイトカイン，特に TNF-α 
 
産生が亢進する 4 – 6, 55)．TNF-α は，炎症の主なメディエーターであり，炎症の初期段階で 
 
産生され，その後 TNF-α によって IL-1β，IL-6，IL-8 などの炎症性サイトカインが産生 
 
される 55)．また TNF-α は，破骨細胞性骨吸収刺激作用を有し，歯周組織破壊に関わるサ 
 
イトカインネットワークにおいて中心的な役割を果たしている 4 – 6, 55)． 
 
本研究で用いたラット歯周組織破壊モデルでは，歯肉溝から浸透した LPS は，接 
 
合上皮細胞からの TNF-α の産生を促進するとともに，産生された TNF-α が IL-1β，IL-8  
 
などのサイトカインを誘導することで，接合上皮直下の結合組織における血管の拡張や， 
 
好中球浸潤などの炎症反応を成立させる 7, 56)．さらに，TNF-α の陽性領域は経時的に深部 
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の歯根膜組織へと波及し，歯槽骨縁に沿って活発な破骨細胞性骨吸収を誘導する 8)．本実 
 
験では，SLbLF の経口投与が宿主細胞からの TNF-α 産生を抑制し，歯周組織における 
 
LPS 誘導性破骨細胞発現や，接合上皮内にみられる好中球遊走を抑制することが示された． 
 
これらの結果は，LbLF を用いた Yamano ら 9) の報告と同じであった．また，Yamano ら 
 
9) は，LbLF 経口投与により bLF が腸に到達し，血流を介して全身に運ばれ，局所の構成 
 
細胞内に取り込まれ，効果を発揮すると報告している．本研究で使用した SLbLF 経口投 
 
与でも同様に，bLF が小腸で吸収され，歯周組織で抗炎症作用を発揮したものと考えられ 
 
る．しかしながら，80kDa の高分子タンパク質である bLF がまったく分解されずに小腸 
 
で吸収されるとは考えにくいため，小腸における bLF の吸収機序や，吸収後の bLF の各 
 
組織への搬送経路については，今後詳細に検討する必要がある． 
 
 
Ⅲ．LPS 誘導歯周組織破壊を伴う実験的歯の移動に及ぼす SLbLF 経口投与の効果に 
ついて 
 
  矯正歯科治療を必要とする患者の口腔内は，不正咬合による形態的，機能的障害のた 
 
めに自浄性が低い．これに加えて，複雑な矯正装置を長期に装着することから，う蝕や歯 
 
周疾患などのリスクが高い 1)．また，歯周組織の炎症状態下で矯正力を加えると，アタッ 
 
チメントロスや異常な歯槽骨吸収が生じ，歯周組織破壊が急速に進行し，さらに歯根吸収 
 
が生じる可能性がある 1, 57)．このような状況を考慮すると，矯正歯科治療時には口腔衛生 
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状態を適切に管理し，歯周組織の炎症を取り除くことが非常に重要である．現在，マルチ 
 
ブラケット装置をはじめとする固定式の矯正装置を装着している患者には，ブラッシング 
 
などの口腔衛生指導の徹底，フッ素塗布，高濃度リン酸酸性フッ化ナトリウム溶液による 
 
洗口法など実施されている 58, 59)．しかしながら，一部の矯正歯科治療患者の口腔衛生管理 
 
は不十分であり，炎症制御のために何らかの補助的介入が必要となる 60)． 
 
  SLbLF 経口摂取は，LPS 刺激による TNF-α の産生を抑制するため，矯正歯科治療 
 
患者がブラッシングと併用して摂取することで，口腔衛生不良に伴う異常な歯周組織破壊 
 
を，患者レベルで制御できる可能性がある．しかしながら，それと同時に SLbLF は LPS 
 
により誘導される破骨細胞性骨吸収を抑制するため，矯正歯科治療時の破骨細胞性骨吸収 
 
も抑制するのではないかという疑問が生じる．そこで，SLbLF が矯正歯科治療時の歯の移 
 
動に影響することなく，歯周組織の炎症制御に応用可能かどうかについて検討するために， 
 
実験的歯の移動モデルに LPS 投与を行い，SLbLF 経口投与が LPS の誘導する歯周組織 
 
破壊と矯正力が誘導する骨吸収に及ぼす影響を確認した． 
 
  本実験モデルでは，ラット上顎第二臼歯を 20g の力で 7 日間牽引した．これまでに 
 
ラットを用いた実験で，King ら 61) は 40g から 60g の力で上顎第一臼歯を 14 日間牽引 
 
すると移動量は約 0.4mm であり，また矯正力が 40g 以上になると歯の移動速度は変 
 
わらないと報告している．Gonzales ら 62) は 50g の力で上顎第一臼歯を牽引した時の移 
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動量は，14 日で 0.4mm，28 日で 0.64mm であったと報告している．本実験では，歯の 
 
移動距離は，全群間に有意な差は認められず，平均 0.47mm であった．King ら 61) や  
 
Gonzales ら 62) が実験に用いたラット上顎第一臼歯は 5 根存在し，近心根は他の根に比 
 
べて太く，さらに近心に傾斜しているため，上顎第一臼歯を近心へ牽引した場合，傾斜移 
 
動を起こしやすい 63)．一方，本実験で牽引した上顎第二臼歯は 4 根であり，歯根の太さ 
 
がほぼ均等であるため，比較的歯体移動させることが可能である．また，従来の研究にお 
 
いて，持続的で過度の矯正力は歯根吸収を引き起こすことが報告されている 64, 65)．本実験 
 
では，全群とも歯根吸収は認められなかったため，20g の力は上顎第二臼歯を歯体移動さ 
 
せるためには，比較的至適な牽引力であると推測される． 
 
  本研究で用いたモデルにおいて，SLbLF 経口投与は，矯正装置および LPS 刺激が惹 
 
起する炎症に伴う接合上皮の深行増殖，歯槽骨吸収，破骨細胞誘導を有意に抑制したが， 
 
矯正力による破骨細胞誘導には影響しなかった．さらに，対照群と SLbLF 群とでは 
 
歯の移動距離に変化はなかった．SLbLF が矯正力による破骨細胞性骨吸収を抑制しない理 
 
由として，炎症と機械的圧縮刺激に伴う骨吸収の発現機序や関与するメディエーターが異 
 
なる可能性が考えられる．Matsuzaki ら 55) は，炎症の主なメディエーターは TNF-α で 
 
あると報告している．また Miyauchi ら 8) は，歯周組織の炎症性骨吸収には TNF-α が重 
 
要な役割を果たすことを示している． 一方，Sanuki ら 66) は，骨芽細胞において圧縮刺激 
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はプロスタグランジン E2 (PGE2) を介した破骨細胞分化を引き起こすと報告している．ま 
 
た Grieve ら 67) は，歯に対して持続的な力を加えると，短時間で歯根膜内の PGE2 のレ 
 
ベルが上昇するため，機械的圧縮刺激による骨吸収では特に PGE2 が重要なメディエータ 
 
ーであることを明らかとした．本実験モデルでも，LPS 投与によって歯槽骨頂部付近に 
 
TNF-α の発現上昇が誘導されるが，LPS + SLbLF 群では TNF-α 発現を著しく抑制し， 
 
LPS 投与によって誘導される破骨細胞増加も著しく減少していた．また，本実験モデルで 
 
は矯正力により，ラット第二臼歯近心根の近心面全体が圧迫域となり，歯根膜側歯槽骨縁 
 
に沿って全体的に破骨細胞が出現した．SLbLF 経口投与群では，LPS の作用の及ばない 
 
歯槽骨中央部付近での破骨細胞数の減少は認められなかった．したがって，bLF は LPS –  
 
TNF-α – RANKL の経路は抑制するが，機械的圧縮刺激 – PGE2 – RANKL の経路には作 
 
用しない可能性が考えられた． 
 
 
Ⅳ.  炎症反応および矯正力に伴う破骨細胞誘導に対する SLbLF 経口投与の作用メカニズ
ムの違いについて 
 
  LPS 刺激および機械的圧縮刺激に伴う骨芽細胞による破骨細胞誘導に及ぼす bLF の 
 
影響について in vitro 実験系で検討を行った結果，bLF は LPS の誘導する COX-2 発現 
 
には影響せず，TNF-α，RANKL 発現上昇を抑制した．一方，機械的圧縮刺激時には COX-2 
 
および RANKL 発現上昇が認められたが，bLF はこれらの骨関連因子の遺伝子発現に影 
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響しなかった．さらに，本実験で用いた 0.05kPa の至適な機械的圧縮刺激においては  
 
TNF-α の発現亢進は確認できなかった．したがって，炎症に伴う破骨細胞誘導は TNF-α  
 
依存であり，bLF は LPS による TNF-α 産生抑制を介して破骨細胞誘導を抑制したとい 
 
える．一方，機械的圧縮刺激に伴う破骨細胞誘導は COX-2/PGE2 依存であり，bLF は 
 
COX-2 発現を抑制しないため破骨細胞誘導にも影響しなかったと考えられる．次に LPS  
 
刺激と機械的圧縮刺激後の RANKL 発現における，内因性 PGE2 の関与を明らかにする 
 
ために，COX-2 選択的阻害剤である NS398 による PGE2 産生抑制の影響を検討した． 
 
NS398 投与は，LPS により誘導される RANKL 発現には影響を及ぼさなかったが，機械 
 
的圧縮刺激により誘導される RANKL 発現を，ほぼ完全に抑制したことからも，機械的圧 
 
縮刺激のメディエーターとして PGE2，また LPS 刺激によるメディエーターとして 
 
TNF-α が重要であることが明らかとなった．さらに，bLF は骨芽細胞と骨髄細胞との共培 
 
養系においても LPS による破骨細胞形成を抑制したが，PGE2 による破骨細胞形成には 
 
影響しなかった．以上のことから，bLF は炎症の主なメディエーターである TNF-α 産生 
 
を抑制するが，機械的圧縮刺激の主なメディエーターである PGE2 産生には影響しないこ 
 
とが明らかとなった． 
   
  また，本研究の in vitro において 至適な矯正力として骨芽細胞に 0.05kPa (0.5g/cm2)  
 
の直接的な機械的圧縮刺激を加えた．これまでの報告によると，細胞に機械的圧縮刺激を 
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直接加えた場合，2g/cm2 を超える機械的圧縮刺激は，細胞にとって過大な力であるとされ 
 
ている 68, 69)．そこで予備実験において，過大な力として 2g/cm2，および至適な力として 
 
0.5g/cm2 の機械的圧縮刺激を加えてみたところ，0.5g/cm2 の機械的圧縮刺激時には 
 
TNF-α の発現上昇は認められなかったが，2g/cm2 の機械的圧縮刺激時には TNF-α の発 
 
現が上昇した．Ogasawara ら 70) は，ラット実験的歯の移動モデルにおいて，過大な矯正 
 
力を加えるとラット歯周組織において TNF-α 産生が引き起こされることを確認している． 
 
Yamaguchi ら 71) は，矯正歯科治療中に重度の歯根吸収が生じた歯の歯髄細胞では IL-1β， 
 
IL-6，TNF-α などの炎症性サイトカイン産生が亢進し，これらのサイトカインが歯根吸収 
 
に強く関与していると報告している．また Zhang ら 72) は，歯根吸収に関与する破歯細胞 
 
の分化，誘導には TNF-α が主に関わっていると報告している．したがって，過度の矯 
 
正力に伴って生じる異常な骨吸収や歯根吸収には，至適矯正力では産生されない TNF-α  
 
が関与していることが示唆される．本研究で用いた 0.05kPa の機械的圧縮刺激時には 
 
TNF-α 産生は生じず，bLF の関与は認められなかったが，過度な矯正力がもたらす 
 
TNF-α 産生上昇を介した異常な骨吸収や歯根吸収に対しては，bLF が抑制する可能 
 
性がある．bLF と過剰な矯正力がもたらす異常な骨吸収や歯根吸収などの関係について 
 
は，今後より詳細な検討が必要と思われる． 
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Ⅴ.  bLF による抗炎症作用の分子生物学的メカニズムについて 
 
LPS は標的細胞の細胞膜上に存在する TLR ファミリーの一つである，TLR4 を介し 
 
て効果を発揮することが知られている 73, 74)．図 24 は，LPS 刺激によるシグナル伝達経 
 
路を示す．LPS は LPS 結合タンパク質 (LBP) により捕捉され，CD14 分子へと輸送さ 
 
れると，LPS-CD14 複合体が TLR4 に結合する 75)．TLR4 に LPS が結合するとアダプ 
 
タータンパク質である MyD88 (Myeloid Differentiation Protein-88) を介してセリン/ス 
 
レオニンキナーゼである IRAK (IL-1 Receptor Associating Kinase) を活性化する 76)．さ 
 
らに IRAK の下流にあるアダプタータンパク質 TRAF-6 (TNF Receptor-associated  
 
Factor-6) を介して炎症反応に関与する NF-κB (Nuclear Factor κB) や MAPK ファミリ 
 
ー等の活性化を引き起こし，転写活性を示す 76, 77)．なかでも NF-κB は，さまざまなサ 
 
イトカインやアポトーシス関連因子の転写を活性化することが知られており，特に炎症反 
 
応の調節機構として非常に重要な働きをしている．NF-κB はそれ自身もしくは他の分子と 
 
二量体をつくって活性化するが，通常この複合体はさらに IκBα と結合していて活性化が 
 
抑制されている 78)．しかし，LPS などの炎症刺激により IκBα が急速にリン酸化される 
 
と，リン酸化を受けた IκBαがプロテアソーム複合体により分解され，これにより NF-κB 
 
複合体は活性化されて核内に移行し，標的の遺伝子の転写を活性化する 78, 79)．この IκBα  
 
のリン酸化は IKKα，IKKβ，NEMO (IKKγ) から構成される IκB キナーゼ複合体 (IKK  
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複合体) により引き起こされる 80)．IKKα と IKKβ は 触媒サブユニットであるのに対し 
 
て，NEMO は調節サブユニットとして作用していることが知られている．実際，NEMO を 
 
欠失した細胞では，LPS，TNF-α，IL-1β などの刺激に対して IKK の活性化や NF-κB と  
 
DNA との結合の活性化のいずれも起きないことが知られている 80, 81)． 
 
このような背景から本研究では，bLF による抗炎症作用の分子生物学的メカニズムを 
 
検討するために，まず骨芽細胞様細胞株である ST2 細胞を用いて LPS による細胞内シグ 
 
ナル伝達経路を確認した．ST2 においてもこれまでの報告と同様に，LPS 刺激により 
 
IκBα のリン酸化と IκBα の分解，ERK1/2，JNK，p38 のリン酸化が確認できたことか 
 
ら，LPS 刺激は骨芽細胞においても NF-κB や MAPK の活性化を引き起こすことが明ら 
 
かとなった．そこで，bLF 投与後に同様に LPS 刺激を行ったところ IκBα のリン酸化な 
 
らびに IκBα の分解が強力に抑制されていることが示された．一方，IRAK1 の分解や  
 
ERK1/2，JNK，p38 のリン酸化は bLF 投与により抑制されなかったことから，bLF は  
 
NF-κB 経路を特異的に抑制していることが示唆された．そこで，NF-κB に特異的な経路 
 
の最も上流である IKKβ のリン酸化を調べたところ，bLF 投与により LPS により引き起 
 
こされる IKKβ のリン酸化も抑制されていることが明らかとなった．これらのことから， 
 
bLF が IKKβ のリン酸化を何らかの形で抑制していることにより NF-κB 経路の活性が 
 
起こらないと推察された．前述のように IKKβ のリン酸化には IKK 複合体の形成が不可 
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欠である 80, 81)．そこで IKK 複合体形成に着目して検討を進めたところ，LPS 群では 
 
IKKβ と NEMO の結合が生じて複合体形成が起こっているのに対して，bLF 投与群では 
 
IKKβ と NEMO の結合が阻害されていることが明らかとなった． 
 
これらのことから，bLF は IKK 複合体形成を阻害することで NF-κB の活性を特異 
 
的に抑制していることが示唆された (図 24)．これまでに，IKKβ の活性化を抑制する機構 
 
については ATP 産生を競合的に阻害する機構 82) や IKKβ と NEMO の結合を競合的 
 
に阻害する機構 83)，または K63 のユビキチン化抑制による機構 84) などが報告されてい 
 
る．本研究では，bLF は IKKβ ならびに NEMO のいずれとも直接結合していなかった 
 
ことから，bLF 投与により間接的に IKK 複合体形成が抑制されていることが推察される． 
 
しかし，bLF のこのような抑制効果は bLF が何らかの受容体に結合することにより引き 
 
起こされるものか，細胞内に取り込まれた bLF が何らかの形で作用しているのかなど，未 
 
だ不明な点も多い．bLF の受容体としては low density lipoprotein receptor-related  
 
protein 1 (LRP1)，CD14，nucleolin (Ncl)，intelectin-1 (Itln-1) などが報告されている 85)． 
 
骨芽細胞には，bLF 受容体として LRP1 が発現することは確認されているが 85)，本研究 
 
では骨芽細胞における LRP1 の役割について明らかにするには至らなかった．しかし，本 
 
研究により bLF の抗炎症効果の分子生物学的メカニズムの一端，なかでも bLF が IKKβ  
 
のリン酸化を特異的に抑制することにより，NF-κB の活性化を制御することが明らかとさ 
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れたのは非常に重要な知見である．近年，NF-κB の活性化の制御は，骨吸収を伴う疾患， 
 
例えば関節リウマチ (RA : Rheumatoid Arthritis)，骨粗鬆症，骨破壊を伴う癌などの疾患 
 
において非常に重要な分子であることが明らかとなっているからである．特に，RA に対し 
 
ては IKKβ の活性化を抑制する NF-κB 阻害剤が有効であるという報告や 82)，骨粗鬆症に 
 
対しては RANKL 阻害剤のような NF-κB 阻害剤がきわめて有効であると報告されてい 
 
る 86)．しかしながら，これらの NF-κB 阻害剤を長期にわたり服用すると，免疫抑制によ 
 
る重篤な感染症や，生理的な骨リモデリング過剰抑制による骨壊死などの副作用を引き起 
 
こす 87)．近年，bLF は TLR4 受容体を介して軽度に NF-κB を活性化し，免疫力を高め 
 
る一方で，LPS と結合することにより LPS 刺激による異常な NF-κB の活性化を抑制す 
 
ることが報告されている 88, 89)．したがって，bLF が長期服用においても副作用がほとん 
 
どない非常に安全な生体由来物質であることを考え合わせると，近い将来，関節リウマチ 
 
や歯周病などの骨吸収を伴う疾患に対する予防もしくは治療薬としての応用が強く期待さ 
 
れる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
51 
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図 24   骨芽細胞における bLF による抗炎症作用の分子生物学的メカニズム 
 
 bLF は IKKβ と NEMO の結合を阻害することにより，NF-κB 経路の活性化を抑制する． 
 
その結果，TNF-α 産生が抑制され，抗炎症作用を発揮する． 
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総括 
 
 
  本研究では，矯正歯科治療時の歯周組織の炎症制御における SLbLF 経口投与の有用 
 
性とそのメカニズムを明らかにすることを目的とし，以下の結果を得た． 
 
1. SLbLF 経口投与は，歯周組織における LPS 誘導性 TNF-α 産生を強く抑制すること 
 
により，好中球浸潤や破骨細胞性骨吸収を抑制することが示された． 
 
2. SLbLF 経口投与は，LPS により誘導される接合上皮の深行増殖，歯槽骨吸収を有意に 
 
  抑制するとともに，歯周組織における TNF-α 産生も抑制した．また SLbLF 経口投与 
 
  は，LPS によって誘導される破骨細胞増加は抑制するが，矯正力によって誘導される 
 
破骨細胞増加には影響しないことが示された． 
 
3. bLF は LPS の誘導する TNF-α，RANKL 発現上昇を有意に抑制し，OPG 発現低下 
 
   を有意に抑制したことから，炎症に伴う破骨細胞誘導を抑制することが示された． 
 
  一方 bLF は，機械的圧縮刺激の誘導する TNF-α，COX-2，RANKL，OPG 発現に影 
 
  響しなかったことから，矯正力に伴う破骨細胞誘導には影響しないことが示された． 
 
4. LPS が TLR4 に結合すると，NF-κB 経路が活性化され，IKKβ および IκBα のリン 
 
  酸化が起こり，遺伝子発現の変化が起こる．bLF の前投与は，IKKβ に特異的に作用 
 
  し，IKK 複合体形成を阻害することで NF-κB 経路の活性化が抑制されることが示さ 
 
れた． 
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  以上の結果より，SLbLF は LPS により活性化される NF-κB 経路を特異的に抑制す 
 
ることで TNF-α 産生を抑制し，抗炎症効果を発揮することが示された． 
 
  したがって，SLbLF は矯正歯科治療時の歯の移動に影響することなく，歯周組織の炎 
 
症制御を目的とした予防薬，あるいは治療薬として応用可能であることが実証された． 
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